
ê  J E u r o p a l s c h e s   

Patentamt 

Européen  Patent  Office  ®  Numéro  de  publication:  0  2 1 4   0 5 5  

Office  européen  des  brevets  A 1  

@  DEMANDE  DE  BREVET  E U R O P E E N  

(g)  Numéro  de  dépôt:  86401896.5  (§)  Int.  Cl.4:  A  61  K  3 1 / 6 8 5  
C  11  D  1 / 8 8  

@  Date  de  dépôt:  29.08.86 

&  Prtorite:  30.06.85  FR  8512950  ©  Inventeur:  Bonte,  Frederic 
127  bis  rue  du  Vleux  Pont  de  Sevres 

$   Date  de  publication  de  la  demande:  F-92100  Boulogne  (FR) 
11.03.87  Bulletin  87/11  _  . Dehan,  Michel 

44  avenue  Gabriel  Peri 
<&  Etatscontractantsdesignes:  F-91370  Verrleres  le  Buisson  (FR) 

AT  BE  CH  DE  FR  QB  IT  LI  LU  NL  SE 
Le  Ridant,  Alain 

®  S ^ U i r R E T C 0 M P A G N ' E   F ^ e u t r y   - tC ,ne   (FR) 
F-92200  N^ity-eur-Wn.  (FR)  Pui8ieux,  Francis 

66  rue  de  Strasbourg 
F-94700  Malsons  AKort  (FR) 

Taupin,  Chrlstiane  Colette 
6  allee  Francois  Villon 
F-91400  Orsay  (FR) 

^)  Nouveaux  surlactants  artificiels,  leur  préparation  et  les  compositions  pharmaceutiques  qui  les  contiennent. 

fi)  Nouveaux  surfactants  artificiels  constitués  de  dipalmitoyl- 
pnosphatidylcholine,  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  de 
lécithine  de  soja  et  les  compositions  pharmaceutiques  qui  les 
contiennent,  utilisables  pour  remplacer  le  surfactant  endogène 
pulmonaire  défaillant. 

Bundesdruckerei  Berlin 



)  214  055 

Description 

NOUVEAUX  SURFACTANTS  ARTIFICIELS,  LEUR  PREPARATION  ET  LES  COMPOSITIONS 
PHARMACEUTIQUES  QUI  LES  CONTIENNENT 

La  présente  invention  se  rapporte  à  de  nouveaux  surfactants  articifiels  pulmonaires,  à  leur  procédé  de 
5  préparation  et  aux  compositions  pharmaceutiques  qui  les  contiennent. 

On  appelle  surfactant  pulmonaire  l'ensemble  des  substances  tensio-actives  qui  diminuent  la  tension 
superficielle  de  la  surface  de  séparation  gaz-liquide  alvéolaire.  Le  surfactant  pulmonaire,  qui  s'étale  en  un  film 
très  fin  (mono-couche)  à  la  surface  des  millions  de  petites  alvéoles  pulmonairesjoue  un  rôle  physiologique 
très  important.  Il  permet  d'abaisser  la  tension  superficielle  intra-alvéolaire  lors  de  l'expiration,  rendant  ainsi 

0  possible  le  maintien  d'un  volume  résiduel  de  gaz,  nécessaire  à  la  permanence  des  échanges  d'oxygène  et  de 
dioxyde  de  carbone  entre  le  capillaire  pulmonaire  et  le  gaz  alvéolaire.  Une  déficience  en  surfactant  endogène 
provoque  des  troubles  de  la  fonction  respiratoire. 

Il  est  connu  que  ces  troubles  chez  les  enfants  nés  prématurément  sont  responsables  de  la  maladie  des 
membranes  hyalines.  D'autre  part,  des  déficiences  importantes  en  surfactant  endogène  sont  aussi 

15  rencontrées  chez  les  adultes  ayant  des  infections  pulmonaires,  chez  des  intoxiqués  par  les  gaz  et  chez 
certains  grands  brûlés. 

Pour  le  traitement  des  déficiences  en  surfactant  endogène  et  dans  un  but  de  remplacer  le  surfactant 
pulmonaire  défaillant,  on  a  employé  récemment  des  surfactants  exogènes,  d'origine  naturelle  ou  des 
compositions  artificielles  contenant  des  matières  tensio-actives.  Les  surfactants  exogènes  sont  caractérisés 

20  par  un  certain  nombre  de  propriétés  physicochimiques  essentielles  pour  leurs  utilisations  dans  le  but 
recherché.  En  effet,  ils  doivent  être  actifs  à  37°  C  et  pouvoir  s'étaler  rapidement  à  l'interface  alvéolaire  sous 
forme  d'un  film  monomoléculaire.  Cette  monocouche  de  surfactant  comprimée  à  l'interface  air-eau  doit 
permettre  l'obtention  d'une  basse  tension  de  surface  (entre  0  et  9  mN»m  -  1  )  pour  éviter  le  collapsus  alvéolaire 
et  ceci  pendant  un  temps  suffisamment  long  au  cours  des  cycles  respiratoires.  De  plus,  les  surfactants 

25  exogènes  doivent  assurer  la  permancence  des  échanges  gazeux  alvéolocapillaires,  être  non  toxiques,  et  bien 
tolérés  lors  de  leurs  utilisations  en  thérapeutique. 

Les  produits  tensio-actifs  pulmonaires  extraits  du  poumon  des  mammifères  ont  les  propriétés  indiquées 
ci-dessus,  mais  ils  contiennent  inévitablement  une  quantité  considérable  de  protéines  dites  étrangères  et  sont 
contaminés  généralement  par  beaucoup  de  micro-organismes.  On  ne  peut  donc  utiliser  ces  produits  qu'après 

30  une  purification  souvent  très  longue  et  onéreuse. 
Plusieurs  procédés  sont  actuellement  connus  (Brevet  Français  n°80.11680,  Demande  Japonaise  N° 

58  164  513,  Demande  Japonaise  N°  58,1  83,620,  Demande  Européenne  N°  119  056,  Demande  Japonaise  N° 
58  045  299)  mais  leur  application  est  peu  intéressante  à  cause  de  l'approvisionnement  difficile  et  la  variabilité 
des  matières  premières  d'origine  animale. 

35  L'expérience  a  montré  que  l'utilisation  en  thérapeutique  des  surfactants  artificiels  est  possible  à  condition 
qu'ils  possèdent  un  certain  nombre  de  caractéristiques  physiques  et  qu'ils  aient  une  composition  chimique 
proche  du  surfactant  naturel. 

La  composition  biochimique  du  surfactant  humain  n'est  pas  connue  avec  certitude  du  fait  de  sa  complexité 
et  de  la  diversité  des  méthodes  utilisées,  mais  on  admet  généralement  qu'il  est  constitué  de  85%  de 

40  phospholipides,  13  o/o  de  protéines  et  2  %  de  substances  diverses.  La  fraction  lipidique  responsable  de  la 
quasi-totalité  du  pouvoir  tensio-actif  est  constituée  principalement  de  phospholipides  saturés.  Le  composé 
majeur  est  la  dipalmitoylphosphatidylcholine  qui  est  connue  pour  abaisser  la  tension  de  surface  alvéolaire  en 
dessous  d'un  mN»m-1  sous  compression  dynamique.  Plusieurs  mélanges  artificiels  contenant  des  glucides, 
des  aminoacides,  des  acides  gras  ou  des  alcools  de  grand  poids  moléculaire  et  ayant  comme  constituant 

45  principal  la  dipalmitoylphophatidylcholine  sont  déjà  connus  (Demandes  Japonaises  N°  58  183  621  ,  58  135  813. 
Brevet  Américain  N°  4  312  860,  Demande  Allemande  N°  29  00  300)mais  ce  sont  surtout  des  mélanges  binaires 
de  phospholipides  contenant  aussi  du  phosphatidylglycérol  qui  ont  été  décrits  et  utilisés  préférentiellement  en 
thérapeutique.  (C.J.  Morley  et  ail.  The  Lancet,  1981,  1  64-68,  Demande  Allemande  N°  32  29  179,  Demande 
Européenne  110  498).  En  effet,  pendant  longtemps  le  phosphatidylglycérol  a  été  considéré  comme  l'un  des 

50  constituants  indispensables  d'un  surfactant  artificiel. 
Or,  jusqu'à  présent,  les  essais  in  vitro  ont  démontré  qu'aucun  surfactant  artificiel  contenant  de  la 

dipalmitoylphosphatidylcholine  et  du  phosphatidylglycérol  ne  possède  des  propriétés  de  surface  identiques  à 
celles  définies  par  l'étude  du  surfactant  naturel.  Ces  résultats  laissaient  présager  une  activité  moyenne  in  vivo 
ce  qui  a  d'ailleurs  été  confirmé  après  leurs  essais  en  clinique.  D'autre  part,  l'utilisation  du  phosphatidylglycérol 

55  pour  la  préparation  des  surfactants  artificiels  présente  plusieurs  inconvénients.  Il  est  d'approvisionnement 
onéreux  et  délicat  car  son  instabilité  implique  sa  conservation  dans  un  solvant  organique  à  une  température 
très  inférieure  de  l'ambiante.  De  plus,  comme  il  est  obtenu  par  voie  enzymatique  à  partir  de  la  lécithine  d'oeuf, 
ces  lots  ont  des  caractéristiques  physicochimiques  très  variables. 

La  demanderesse  a  maintenant  découvert  un  ensemble  de  surfactants  artificiels  nouveaux,  mis  en  oeuvre 
60  facilement  avec  des  matières  premières  accessibles  industriellement,  et  ayant  toutes  les  caractéristiques 

physiques  du  surfactant  naturel  humain. 
L'invention  a  plus  précisément  pour  objet  des  surfactants  artificiels,  caractérisés  en  ce  qu'ils  contiennent 

des  mélanges  ternaires  de  dipalmitoylphosphatidylcholine,  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  de  lécithine  de 
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soja  et  en  ce  qu'ils  sont  constitués  par:  1/  10  à  70%  en  moles  de  dipalmitoylphosphatidylcholine, 
21  10  à  70  %  en  moles  de  distéaroylphosphatidylcholine, 
3/  10  à  30  <Vo  en  moles  de  lécithine  de  soja, 

la  somme  des  constituants  indiquée  sous  1  à  3  devant,  dans  chaque  cas,  être  égale  à  100  %  en  moles. 
En  vue  de  leur  emploi  pour  compenser  le  déficit  en  matière  tensio-active  pulmonaire  endogène,  les 

surfactants  artificiels  de  l'invention,  sont  présentés  sous  diverses  formes  pharmaceutiques  stériles, 
convenant  pour  l'administration  directe  dans  la  trachée-artère. 

A  titre  d'exemple  non  limitatif,  on  pourra  citer  la  forme  liposome.  La  concentration  dans  les  liposomes  de 
l'un  des  surfactants  artificiels  faisant  l'object  de  la  présente  invention  peut  varier  entre  1  mg*ml-1  et  100 
mg'ml-1. 

L'invention  s'étend  aussi  aux  compositions  pharmaceutiques  ayant  comme  véhicule  les  surfactants 
artificiels  décrits  ci-dessus,  sous  une  forme  adéquate  et  contenant  un  ou  plusieurs  autres  composés 
utilisables  en  thérapeutique  lors  du  traitement  de  maladies  occasionnées  par  un  déficit  en  surfactant 
pulmonaire  endogène,  tels  que  enzymes,  vitamines,  etc.. 

Les  composants  des  surfactants  artificiels  de  l'invention  sont  des  substances  connues  et  commercialisées. 
Leurs  préparations  sont  décrites  dans  la  littérature. 

La  dipalmitoylphosphatidylcholine  est  notamment  commercialisée  par  SIGMA  CHEMICAL  COMPANY  St. 
LOUIS,  Mo,  U.S.  A.  (pureté  99%).  Elle  a  un  poids  moléculaire  de  734  et  a  pour  formule  chimique: 
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La  distéaroylphosphatidylcholine  est  aussi  un  composé  actuellement  commercialisé  par  SIGMA  CHEMICAL 
COMPANY  St  LOUIS,  Mo,  U.S.A.  (pureté  99%).  Son  poids  moléculaire  est  de  790  et  sa  formule  chimique  est  la 
suivante: 
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La  lécithine  de  soja  est  une  matière  première  utilisée  depuis  longtemps  en  médecine  humaine  et 
spécialement  pour  la  préparation  des  formes  galéniques  administrées  par  voie  intraveineuse.  Elle  est 
notamment  commercialisée  sous  la  marque  "Epikuron  200"  •  par  LUCAS  MEYER  (Hamburg  R.F.A.).  Sa 
composition  exacte  est  connue  (Bergenstahl  B.  et  al.,  Progr.  Colloid.  &  Polymer.  Sci.  (1983),  68,  48-52).  Son 
poids  moléculaire  est  de  780.  La  lécithine  de  soja  est  d'approvisionnement  aisé,  de  coût  faible  et  ses  lots  sont 
de  qualité  et  composition  constante. 

Les  liposomes  contenant  un  des  surfactants  artificiels  de  l'invention  peuvent  être  préparés  selon  le 
procédé  décrit  par  Bangham  (Bangham  A.D.  Ann.  Rev.  Biochem.,  1972,  41,  735-776).  Les  constituants  du 
surfactant  sont  dissous  dans  un  solvant  approprié  tel  que  le  chloroforme.  La  solution  ainsi  obtenue  est 
soumise  à  une  évaporation  rotative  sous  pression  réduite  à  une  température  comprise  de  30-50°  C  jusqu'à 
élimination  totale  du  solvant  et  formation  d'un  film  lipidique  fin.  Les  dernières  traces  du  solvant  sont  entraînées 
par  un  courant  d'azote  et  ensuite  le  film  est  repris  par  une  quantité  d'eau  ou  par  une  solution  aqueuse 
physiologiquement  acceptable  et  soumis  à  un  mouvement  rotatoire  continu.  Les  lipides  ainsi  dispersés  dans 
la  phase  aqueuse  forment  spontanément  des  liposomes. 

Pour  obtenir  des  liposomes  de  taille  bien  définie  et  stériles,  certaines  précautions  et  étapes 
supplémentaires  sont  nécessaires  ;  les  liposomes  sont  préparés  sous  des  conditions  aseptiques  et  après 
formation  sont  soumis  à  l'action  des  ultrasons  et  à  une  filtration  stérilisante. 

Les  surfactants  artificiels  selon  l'invention  ont  des  propriétés  physicochimiques  et  plus  particulièrement  des 
propriétés  tensio-actives  fort  intéressantes  et  se  distinguent  des  autres  surfactants  artificiels  déjà  connus. 

En  effet,  les  essais  in  vitro  ont  démontré  qu'ils  répondent  a  tous  les  critères  de  qualité  d'un  surfactant 

CH,(CH2)M. 
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pulmonaire  exogène  et  qu'ils  possèdent  des  propriétés  de  surfaces  identiques  a  cènes  aes  sunactanis 
naturels.  De  plus,  les  essais  in  vivo  ont  montré  qu'ils  sont  bien  tolérés  chez  l'animal. 

Le  surfactant  endogène  est  considéré  comme  une  couche  phospholipidique  monomolêculaire  à  l'interface 
alvéolaire.  La  description  des  propriétés  caractéristiques  d'une  telle  couche  tensioactive  in  vitro  se  fait  à  l'aide 

5  d'une  courbe  pression-aire,  montrant  la  relation  entre  la  pression  de  surface  observée  et  l'aire  occupée  sur  la 
surface  liquide  par  les  molécules  du  film.  La  pression  de  surface  II,  définie  comme  la  diminution  de  la  tension 
interfaciale  produite  par  la  monocouche,  est  égale  à  la  différence  entre  la  tension  de  surface  du  liquide  pur  et  la 
tension  de  surface  du  liquide  recouvert  du  film  tensio-actif.  Cet  abaissement  de  tension  de  surface  est  le 
critère  majeur  d'activité  d'un  surfactant.  Les  isothermes  pression  de  surface-aire  sont  réalisées  sur  une 

0  balance  à  film,  dans  les  conditions  proches  de  la  réalité  physiologique,  au  cours  de  cycles  compression-ex- 
pansion  simulant  les  cycles  respiratoires  expiration-inspiration.  Un  bon  surfactant  exogène  doit  avoir  en  fin  de 
compression  une  pression  de  surface  voisine  de  72  mN»m-1,  ce  qui  correspond  à  une  tension  de  surface 
voisine  de  zéro. 

L'étude  des  isothermes  pression  de  surface-aire  du  surfactant  pulmonaire  du  lapin  (Beppu  O.  et  al.,  J.  Appl. 
'5  Physiol.  :Respirat.  Environ.  Exercise  Physiol.  1983,  55(2)496-502)  et  d'un  surfactant  naturel  isolé  du  liquide 

amniotique  humain  (Hallman  M.  et  al.,  Pediatrics,  1983,  71  ,  N°4,  473-482)  a  mis  en  évidence  récemment,  à  part 
le  plateau  de  collapse  final,  l'existence  d'un  plateau  intermédiaire.  Grâce  à  ces  deux  plateaux  et  donc  à  la 
coexistence  de  deux  phases  solide  et  fluide  des  constituants  du  surfactant  sont  obtenues  à  la  fois  une  haute 
pression  de  surface  en  fin  de  compression  nécessaire  pour  éviter  le  collapsus  alvéolaire,  ainsi  qu'une  pression 

X)  non  négligeable  aux  grandes  aires  qui  permet  de  contribuer  à  la  diminution  de  l'effort  ventilatoire.  Cette 
coexistence  des  phases  est  aussi  impliquée  dans  l'amélioration  du  reétalement  du  surfactant,  nécessaire  pour 
une  longue  activité  des  substances  tensio-actives. 

Les  isothermes  pression  de  surface-aire  des  compositions  de  surfactant  artificiel  de  l'invention  présentent 
également  ce  plateau  intermédiaire.  Ces  compositions  possèdent  alors  les  caractéristiques  des  surfactants 

25  naturels  indiquées  ci-dessus.  D'autre  part,  les  études  in  vitro  ont  démontré  que  les  compositions  de 
l'invention  s'adsorbent  spontanément  à  l'interface  et  provoquent  une  pression  maximale  en  fin  de 
compression  voisine  de  72  mN«m-1.  Cette  pression  correspond  comme  il  a  été  indiqué  ci-dessus  à  la 
pression  nécessaire  pour  éviter  le  collapsus  alvéolaire.  De  plus  les  compositions  de  l'invention  sont  aussi 
douées  d'une  activité  très  durable.  En  effet,  l'étude  des  isothermes  entre  les  cycles  successifs  de 

30  compression-expansion  a  mis  en  évidence  un  très  faible  décalage  en  aire,  ce  qui  garantit  une  très  longue 
activité  lors  de  leurs  applications  in  vivo. 

Les  compositions  de  surfactant  artificiel  de  l'invention  répondent  ainsi  à  tous  les  critères  d'un  excellent 
surfactant  exogène  et  trouvent  leurs  applications  en  thérapeutique  animale  et  humaine  pour  le  traitement  des 
maladies  occasionnées  par  un  déficit  en  surfactant  pulmonaire  endogène. 

35  Les  exemples  suivants,  donnés  à  titre  non  limitatif,  illustrent  l'invention. 

EXEMPLE  1: 

Liposomes  de  surfactant  artificiel  constitué  d'un  mélange  de  dipalmitoylphosphatidylcholine,  de 
40  distéaroylphosphatidylcholine  et  de  lécithine  de  soja  (4M:4M:2M). 

Dans  un  ballon  rond  rodé,  préalablement  lavé  à  l'eau  distillée  stérile  apyrogène  et  séché  à  180°C  pendant  2 
heures,  introduire  220  umoles  de  dipalmitoylphosphatidylcholine  200  umoles  de  distéaroylphosphatidylcholine 
et  100  umoles  de  lécithine  de  soja.  Dissoudre  le  mélange  dans  150  ml  de  chloroforme,  évaporer  le  solvant  à 
l'aide  d'un  évaporateur  rotatif,  sous  pression  réduite  et  à  une  température  de  30-50°  C.  Le  film  lipidique  fin  ainsi 

45  obtenu  est  mis  sous  courant  d'azote  afin  d'éliminer  toutes  traces  de  solvant  résiduel.  Ajouter  dans  le  ballon 
76,5  ml  d'eau  stérile  apyrogène.  Agiter  et  laisser  sous  mouvement  rotatoire  continu  pendant  30  minutes.  Les 
lipides  ainsi  dispersés  dans  la  phase  aqueuse  forment  spontanément  des  liposomes. 

Transférer  les  liposomes  sous  des  conditions  aseptiques  dans  une  cellule  de  verre  et  placer  la  partie 
inférieure  d'une  sonde  à  ultrasons  dans  la  suspension  des  liposomes. 

50  Après  20  minutes  est  obtenue  une  solution  opalescente  presque  limpide.  Filtrer  cette  solution  sur  filtre 
ayant  des  pores  de  0,22  um  de  diamètre,  puis  recueillir  et  répartir  le  filtrat  sous  conditions  stériles  dans  des 
flacons  type  "pénicilline". 

Les  liposomes  ainsi  obtenus  ont  une  concentration  au  surfactant  artificiel  de  5  mg.ml-1.  Ils  doivent  être 
conservés  à  la  température  de  4°C  et  à  l'abri  de  la  lumière. 

55 
EXEMPLE  2: 

Composition  pharmaceutique  contenant  0.76  mg»ml-1  de  dla-tocophérol  et  20  mg«ml-1  de  surfactant 
artificiel  constitué  d'un  mélange  de  dipalmitoylphosphatidylcholine,  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  de 

60  lécithine  de  soja  (7M:1M:2M). 
Dans  un  ballon  rond  rodé  stérile  et  sec  introduire  280  umoles  de  dipalmitoylphosphatidylcholine,  40  umoles 

de  distéaroylphosphatidylcholine  et  80  umoles  de  lécithine  de  soja  et  26,5  umoles  de  dla-tocophérol. 
Dissoudre  dans  100  ml  de  chloroforme.  Evaporer  le  solvant  à  l'aide  d'un  évaporateur  rotatif  sous  pression 
réduite  et  à  une  température  de  30-50°  C,  et  éliminer  ensuite  ses  traces  sous  courant  d'azote.  Ajouter  dans  le 

65  ballon  15  ml  d'une  solution  apyrogène  stérile  contenant  du  chlorure  de  sodium  à  la  concentration  de  9°/oo. 

4 
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Agiter  et  laisser  sous  mouvement  rotatoire  continu  pendant  45  minutes  et  observer  la  formation  des 
liposomes. 

Procéder  ensuite  à  un  traitement  par  les  ultrasons  et  une  filtration  stérilisante,  selon  le  procédé  décrit  dans 
l'exemple  1  .  Les  liposomes  stériles  ainsi  obtenus  ont  une  concentration  de  0,76  mg»ml-1  en  dla-tocophérol  et 
de  20  mg«ml-1  en  surfactant  artificiel. 

ETUDE  D'INNOCUITE 

EXEMPLE  3 

Etude  d'Innocuité  chez  le  rat 
L'innocuité  des  compositions  de  surfactant  artificiel  de  l'invention  a  été  étudiée  chez  le  rat.  La  trachée  des 

animaux  anesthésiés  au  nembutal,  est  perforée  au  moyen  d'une  petite  aiguille.  Un  cathéter  relié  à  une  seringue 
de  10  ml  contenant  le  surfactant  artificiel  est  alors  introduit  par  la  perforation  dans  la  trachée  sur  une  longueur 
d'environ  1  cm.  La  seringue  est  disposée  sur  une  pompe  et  l'une  ou  l'autre  des  compositions  de  surfactant 
décrites  dans  l'exemple  1  et  2  sont  alors  perfusées  dans  la  trachée  à  la  dose  de  10  mg»kg-1  et  60  mg«mg  -  1 
avec  un  débit  de  0,95  ml  heure-1.  En  fin  d'expérimentation,  le  cathéter  est  retiré,  les  plans  musculaires  et 
cutanés  sont  suturés  et  l'animal  reçoit  une  injection  intra-musculaire  de  200  000  unités  internationales  de 
Pénicilline  G..  Les  animaux  sont  par  la  suite  régulièrement  pesés  et  observés  jusqu'au  jour  du  sacrifice.  48 
heures  ou  une  semaine  après  l'intervention,  les  animaux  sont  sacrifiés  par  section  des  carotides.  Les 
poumons  sont  prélevés  et  examinés  en  microscopie  optique  et  électronique.  Aucun  signe  pathologique  et 
modification  n'ont  été  observés. 

ETUDE  DES  PROPRIETES  DE  SURFACE 

EXEMPLE  4: 

Etudes  des  propriétés  de  surface  des  compositions  de  surfactant  artificiel 
Les  propriétés  de  surface  des  compositions  de  surfactant  artificiel  de  l'invention  sous  forme  de  liposomes 

ont  été  étudiées  avec  une  balance  à  film  type  Langmuir.  L'étalonnage  en  pression  de  surface  a  été  réalisé  par 
simulation  d'une  pression  de  surface  déterminée  à  l'aide  d'un  poids  de  0,50008g.  Les  compositions  ont  été 
étudiées  sur  des  sous-phases  contenant  des  sels  à  concentration  physiologique  et  plus  précisément  des 
solutions  de  chlorure  de  sodium  0.15  molaire.  Les  compositions  du  surfactant  artificiel,  sous  forme  de 
liposomes,  sont  étalées  à  l'interface  air-eau  selon  la  technique  de  Verger  et  Pattus  (Chem.  Phys.  Lipids,  1976, 
16,  285-291)  et  pour  l'équilibration,  un  temps  de  latence  de  15  minutes  est  respecté  avant  le  début  de  chaque 
compression. 
Les  figures  1,  2  représentent  les  isothermes  des  exemples  1  et  2  à  37°  C.  Sur  les  courbes,  les  traits  pleins 
indiquent  les  compressions  des  films  et  les  traits  en  pointillés  indiquent  les  expansions.  Les  nombres  sur  les 
Cycles  indiquent  les  numéros  d'ordre  des  cycles. 

L'étude  de  ces  courbes  mène  à  des  conclusions  suivantes: 
1/  Les  compositions  des  exemples  1  et  2  sont  actives  à  37°  C. 
2/  Elles  s'adsorbent  spontanément  à  l'interface  et  les  deux  plateaux  de  collapse  apparaissent  dès  les 

premiers  cycles. 
3/  Les  films  monomoléculaires  des  compositions  de  surfactant  des  exemples  1  et  2  sont  capables  de 

générer  une  pression  de  surface  maximale  voisine  de  72  mN«m-1,  avec  un  premier  plateau  apparaissant 
à  une  pression  de  surface  voisine  de  46  mN«m-1.  Ces  deux  plateaux  qui  correspondent  d'ailleurs  à  la 
coexistence  de  phases  solide  et  liquide  des  constituants  permettent  l'obtention  à  la  fois  d'une  forte 
pression  de  surface  en  fin  de  compression  nécessaire  pour  éviter  au  niveau  biologique  le  collapsus 
alvéolaire  ainsi  qu'une  pression  non  négligeable  aux  grandes  aires  qui  permet  de  contribuer  à  la 
diminution  de  l'effort  ventilatoire. 

4/  Les  isothermes  pression  de  surface-aire  montrent  que  le  plateau  de  collapse  reste  important  même 
après  plusieurs  cycles  et  seul,  un  léger  déplacement  vers  les  aires  les  plus  faibles  apparait  entre  le 
deuxième  et  seizième  (exemple  1)  ou  entre  le  deuxième  et  dix-septième  (exemple  2)  cycle  de 
compression-expansion.  Ce  phénomène  est  relié  à  la  grande  capacité  de  réétalement  du  surfactant,  et 
démontre  que  la  perte  des  molécules  au  cours  des  cycles  successifs,  due  au  passage  du  collapse  est 
minime.  Cette  propriété  est  très  importante,  parce  qu'elle  garantit  l'activité  du  surfactant  pendant  une 
période  maximale. 

L'étude  des  propriétés  de  surface  montre  que  les  compositions  de  l'invention  possèdent  toutes  les 
caractéristiques  d'un  bon  surfactant  exogène. 
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ETUDE  CLINIQUE 

EXEMPLE  5: 

Etude  de  l'efficacité  immédiate  et  la  tolérance  clinique  chez  le  nouveau-né. 
5  L'efficacité  immédiate  et  la  tolérance  des  surfactants  artificiels,  objet  de  la  présente  invention  ont  été 

évaluées  chez  le  nouveau-né.  Des  essais  ont  été  réalisés  chez  quatre  enfants  nés  très  prématurément  dont 
l'espérance  de  survie  était  très  faible,  atteints  d'une  maladie  des  membranes  hyalines  nécessitant  un 
traitement  par  ventilation  artificielle  et  forte  oxygénothérapie  (Fi  >  50%).  Dés  liposomes  de  surfactant 
artificiel,  constitué  d'un  mélange  de  dipalmitoylphosphatidylcholine,  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  de 

10  lécithine  de  soja  (4M:4M:2M)  ont  été  utilisés  lors  de  l'étude.  La  concentration  en  surfactant  artificiel  de 
liposomes  était  de  10  mg.ml-1.  Le  surfactant  artificiel  a  été  administré  entre  la  4ème  et  la  12ème  heure  dévie, 
par  voie  endotrachéale  directe.  Après  avoir  incliné  l'enfant  sur  le  côté  gauche,  tête  tournée  à  droite,  un  fin 
cathéter  a  été  passé  dans  la  sonde  d'intubation  et  une  injection  directe  de  2  ml.kg-1  du  produit  a  été  réalisée. 
Après  rebranchement  de  la  ventilation  artificielle,  la  même  procédure  a  été  effectuée  quelques  minutes  plus 

75  tard,  en  inclinant  l'enfant  du  côté  droit,  tête  tournée  du  côté  gauche. 
La  tolérance  clinique  a  toujours  été  bonne.  L'effet  immédiat  de  l'injection  a  été  jugé  d'une  part  par 

l'augmentation  de  la  pression  partielle  d'oxygène  dans  le  sang  artériel  (ÀPa02)  et  d'autre  part  par  la 
possibilité  de  diminuer  la  fraction  d'oxygène  inspirée  (ÀFiOa).  Les  résultats  de  ces  essais  sont  rapportés  au 
tableau  I. 

20 

TABLEAU  I 

25 

35 

ENFANT  g e s t a t I q n N E L   P°IDS  APa°2  AFI°2 

1  29sem  1200  g  +  4,5  KPa  -30% 
(en  5  mn)  (en  2  h) 

2  29sem  +  3  jours  1050  g  +5,9  KPa  -20% 
(en  20  mn)  (en  3  h) 

3  30  sem  1300  g  +  4,8  KPa  -  15  % 
(en  10  mn)  (en  1  h) 

4  26  sem  +  4  jours  950  g  +  5,4  KPa  -  35  % 
(enlOmn)  (en2h) 

se  m  :  semaines 

45 

Revendications 

1/  Surfactants  artificiels,  caractérisés  en  ce  qu'ils  contiennent  des  mélanges  ternaires  de 
50  dipalmitoylphosphatidylcholine,  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  de  lécithine  de  soja. 

21  Surfactants  artificiels  selon  la  revendication  1  caractérisés  en  ce  qu'ils  sont  constitués  par: 
1/  10  à  70  0/o  en  moles  de  dipalmitoylphosphatidylcholine, 
21  10  à  70  %  en  moles  de  distéaroylphosphatidylcholine, 
3/  10  à  30  %  en  moles  de  lécithine  de  soja, 

55  la  somme  des  constituants  indiquée  sous  1  à  3  devant,  dans  chaque  cas,  être  égale  à  100  %  en  moles. 
3/  Surfactant  artificiel  selon  les  revendications  1  et  2  caractérisé  en  ce  qu'il  est  constitué  de  40  %  en 

moles  de  dipalmitoylphosphatidylcholine,  40  %  en  moles  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  20  %  en 
moles  de  lécithine  de  soja. 

4/  Compositions  pharmaceutiques  contenant  seulement  un  surfactant  artificiel  selon  l'une  des 
60  revendications  1  à  3,  sous  une  forme  adéquate,  utilisables  pour  remplacer  le  surfactant  endogène 

pulmonaire  défaillant. 
5/  Compositions  pharmaceutiques  selon  la  revendication  4  sous  forme  de  liposomes  éventuellement 

mis  en  suspension  dans  l'eau  ou  dans  une  solution  aqueuse  physiologiquement  acceptable. 
6/  Compositions  pharmaceutiques  contenant  un  ou  plusieurs  composés  utilisables  en  thérapeutique  et 

65 
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renfermant  à  titre  de  véhicule  un  surfactant  artificiel  selon  l'une  des  revendications  1  à  3. 

REVENDICATIONS  POUR  L'ETAT  CONTRACTANT:  (AT) 
1/  Surfactants  artificiels,  caractérisés  en  ce  qu'ils  contiennent  des  mélanges  ternaires  de 

QlpeJmltoylphosphttklylcholine,  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  de  lécithine  de  soja. 
ZI  Surfactants  artificiels  selon  la  revendication  1  caractérisés  en  ce  qu'ils  sont  constitués  par: 

1/  10  à  70<¥o  eh  moles  de  dipalmitoylphosphatidylcholine, 
21  10  à  70  «W»  en  moles  de  distéaroylphosphatidylcholine, 
3/  10  à  30  «ro  en  moles  de  lécithine  de  soja, 
la  somme  des  constituants  indiquée  sous  1  à  3  devant,  dans  chaque  cas,  être  égale  à  100  %  en  moles. 

3/  Surfactant  artificiel  selon  les  revendications  1  et  2  caractérisé  en  ce  qu'il  est  constitué  de  40  %  en 
moles  de  dipalrrKtoyiphosphatidylcholine,  40  %  en  moles  de  distéaroylphosphatidylcholine  et  20  o/o  en 
moles  de  lécithine  de  soja. 

4/  Utilisation  d'un  surfactant  artificiel  selon  l'une  des  revendications  1  à  3,  sous  une  forme  adéquate, 
pour  préparer  des  compositions  utilisables  pour  remplacer  le  surfactant  endogène  pulmonaire  défaillant 
chez  les  mammifères. 

5/  Méthode  de  préparation  des  compositions  selon  la  revendication  4,  sous  forme  de  liposomes 
éventuellement  mis  en  suspension  dans  l'eau  ou  dans  une  solution  aqueuse  physiotogiquement 
acceptable. 

6/  Utilisation  d'un  surfactant  artificiel  selon  l'une  des  revendications  1  à  3  à  titre  de  véhicule,  pour 
préparer  de  compositions  contenant  un  ou  plusieurs  composés  utilisables  en  thérapeutique  chez  les 
mammifères. 



-   L e e r s e i t e   -  



n  (  «il  /  «  ) 8 6 4 0 1 8 9 6   5  

C  50  ioo 

A 
:  aiu  t s m u x  



Office  européen 
des  brevets 

RAPPORT  DE  RECHERCHE  EUROPEENNE Numéro  de  la  demande 

EP  86  40  1 8 9 6  

DOCUMENTS  CONSIDERES  COMME  PERTINENTS 

Catégorie Citation  du  document  avec  indication,  en  cas  de  besoin, 
dn  parties  pertinentes 

Revendication 
concernée 

CLASSEMENT  DE  LA 
DEMANDE  tint  Cl  .*) 

D,  A 

E P - A - 0   050  793  (THE  REGENTS  OF 
THE  UNIVERSITY  OF  CALIFORNIA)  

E P - A - 0   110  498  ( T E I J I N   LTD.  ) 

DE-A-2   900  300  (L .V .   K L I T Z I N G )  

A  61  K  3 1 / 6 8 5  
C  11  D  1 / 8 8  

DOMAINES  TECHNIQUES 
RECHERCHES  (Int.  CM) 

A  61  K 
C  11  D 

Le  présent  rapport  de  recherche  a  été  établi  pour  toutes  les  revendications 

Lieu  de  la  recherche 
LA  HAYE 

Date  d'achèvement  de  la  recherche 
2 3 - 1 0 - 1 9 8 6  

Examinateur 
GOLLER  P .  

CATEGORIE  DES  DOCUMENTS  CITES 
X  :  particulièrement  pertinent  à  lui  seul 
Y  :  particulièrement  pertinent  en  combinaison  avec  un 

autre  document  de  la  même  catégorie A  :  arrière-pian  technologique 
O  :  divulgation  non-écrite 
P  :  document  intercalaire 

T  :  théorie  ou  principe  à  la  base  de  l'invention 
E  :  document  de  brevet  antérieur,  mais  publié  à  la 

date  de  dépôt  ou  après  cette  date 
D  :  cité  dans  la  demande 
L  :  cité  pour  d'autres  raisons 

&  :  membredelamémefamille.documentcorrespondant 


	bibliographie
	description
	revendications
	dessins
	rapport de recherche

